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Abstract of DE19915137 

Quantifying multiple fluorochromes in a sample by recording and storing spectrally resolved 
fluorescence data for the fluorochromes in pure form and in the sample and determining the 
contributions from the pure fluorochromes to the complex total signals by multivariate linear regression 
analysis, spectral resolution by using different excitation wavelengths, is new. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 
(3) Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome 
(§7) Das Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluoro- 
chrome dient der quantitativen Erfassung des Beitrags 
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zu einem Gesamtsi- 
gnal, das sich aus den Signalen mehrerer Fluorochrome 
zusammensetzt. Bei unzureichend durch optische Vor- 
richtungen abgrenzbaren Fluoreszenzeigenschaften stellt 
die Quantifizierung des Beitrags der Einzelkomponenten 
zu komplex zusammengesetzten Gesamtsignalen ein ent- 
scheidendes Problem unter anderem in der Fluoreszenz- 
mikroskopie, der DNA-Sequenzferung oder der Werkstoff- 
kunde dar. Diese Erfindung beschreibt ein neues Verfah- 
ren, das eine genaue Quantifizierung multipler Fluoro- 
chrome durch Aufzeichnung spektral aufgeloster Daten- 
satze mit nachfolgender Regressionsanalyse erzielt. Das 
beschriebene Verfahren ist in der Lage, unter Erhalt von 
Bild- und Zeitauflosung den Beitrag verschiedener Fluo- 
, reszenzen zu einem komplexen Gesamtsignal zuruckzu- 
1 verfolgen. Da keine nachfolgenden Kalibrationsprozedu- 
ren erforderlich sind, kann das Verfahren zur Echtzeitana- 
lyse eines komplex zusammengesetzten Singais ange- 
wendet werden. Die Nutzung des beschriebenen Verfah- 
rens wird durch Anwendungsbeispiele im Bereich der 
Fluoreszenzmikroskopie verdeutlicht. 
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. DE 199 15 137 A 1 ~ 

Beschreibung 
Technisches Umfeld der Erfindung 

Fluoreszenzeigenschaften. 

Stand der Technik 

Die Quantifizterung einzelner Fluoroch-me seme b isla„ g f^^^t^^^ 
durch Wahl der Anregungs- und Enussionsbed.ngungen voraus Be ™ rennt werde n konnen. oder 

durch entsprechende Anregungs- ^^^^"^^^^S^^a mit den bisherigen Ver- 
bei Ruorochromen mit stark uberlappenden Anregungs- und ^^^^g^lten erzie it werden. Zudem 
fahren nur Quantifizierungen zweier K™™^™™^, ^SS££S^SX^bn werden oder mit 
mussen zur Quanrifizierung anschbeBend an den MeB ^rgang Kahbra '^oz^ m ^ Vielzahl 

Hilfe von E.chproben Relerenzwerte J^Jg^SJ? und C genannt. siehe Patent US 4603209, Grynkte- 

et al. (1994), Lowy (1995), Carlsson et al (1998); Patente ^"^^J^flte die die Anwesenheit oder ( 
thodenletstentrotzoptimierteropnsche^ I 

Si?t^ 

heit ate die Abwesenheit der entsprechender, ' Huorochrome b— -rdea u 
DieUnterscheidung verschiedener -Bund™" ,S™^^9^5?TO?»41S7 beschrieben) ist zwarin 
demodulation der Anregungslaser (Carlsson et aL (1998), Patente W " ' un terscheiden, doch sinddie tech- 

der Lage, einige Fluorochrome anhand untersch.edhcher f «g*iSS und DeSorsys eme mit hoher Zeit- 

nischen Erfordernisse und die Kosten durch dxe Anw ^;W RuoLzenzmikroskopiie (Oida et al. 

auflosungenonmlmp^ JSTSSSmS ^ DurchfluBzytometrie (Patente EP 0552241, 

(1993), Brismar und Ulfhake (1997), latent 1 • _ mp et a i H998Y) wurden iedoch be- 

WO9207245, US 5270548 und US 5504337) ur,d ,u, d» O^^^^^n'S^ise Fm-2 v«. 

sermikroskopen auf wenige, verfugbare Laserenussionshmem tterbe kanr ^f e ™ C fl ™ B ^™ Unter solchen Bedingungen 
zenzen eines Fluorochroms in den MeBkanal ernes ^^^^^^^^ werden. Bei diesen 
is konnen viele Kombinationen von Ruorochromen ^^^^^SS die Beitrage der in der Probe vor- 
gemischten MeBsignalen konnen nut dem m diese. ^ndun °in un erscntedlich schnelles Ausbleichen ver- 
handenen Fluorochrome zuruckverfolgt werden. Zud 5™£e^ zu einem zusamnten- 

Aufgabenstellungstellung 

D.-Zield^die^nd^^ 

Vorrichiungen. nrSndung.gemJfc Li*»ng do i=chnUch=n Problems 

«, I3ie ertrndungsge^I^g *r Aufgeben.bSlung *» «ch .» dr» A*e te hH,,» »— die ,«Ulich ,o„- 
einander getrennt vorgenommen werden konnen: 

- Aufze 1C hnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Rooreszenzstgna.en der einzelnen Ruorochrome in 
65 ^AufSchnung und Speicherung von spektral aufgetrennten Fluoreszenzsignalen der Probe, die eine unbekannte 

m ^^S^Z^r^n zur Berechnung des Beitrags der einzelnen Reinformen zu den, kontple- 

xen Gesarntsignal der Probe. 
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Datenerfassung der spektral aufgetrennten Fluoreszenzen der Reinfonnen 

Im ersten Schritt werden spektral aufgetrennte FLuoreszenzsignale der in einer Probe vorkommenden Fluorochrome in 
Reinform sovyie das Hintergrundsignal ohne Fluorochroni im gegebenen opiischen System aufgezeichnet.. Die genannte 
spektrale Aufirennung wird entweder durch Anderung der Fluoreszenzanregungswellenlangen oder dutch spektrale Se- 5 
lektion des in den Deiektor gelangenden Fluoreszenzemissionslichts oder durch eine Kombination von beiden MaBnah- 
men erzielt. Die spektrale Aufirennung kann hierbei kontinuierlich beispielsweise mil Hilfe von Monochromatoren er- 
folgen oder diskontinuierlich gestaltet werden, beispielsweise durch diskrete Monochromatoreinstellungen, dichroische 
Spiegel, Filtersatze oder verschiedene Lichtquellen. Die spektral aufgeldsten Datensatze werden nach'Subtraktion des 
Hiniergrundsignales in einer Datenbank zur spateren Verwendung gespeichert. Die gespeichenen, spektralen Datensatze to 
derReinfornien kdnnen bei guter Reproduzierbarkeit in den Daienbanken verbleiben und fur spatere Messungen wieder- 
verwendet werden. Die spektral aufgetrennten Datensatze derReinfornien weiterer Fluorochrome konnen die^Datenbank 
erganzen und zu den bereits gespeichenen Datensatzen hinzugefugr. werden. Die spektral aufgetrennren Datensatze der 
Reinformen auch bei mehr spektralen Konfigurationen aufgezeichnet werden, ais es bei der Messung der Probe zunachst 
vorgesehen ist. Dies bidet den VorteiK daB bei spaterer Verwendung anderer spektraler Konfigurationen bereits Refe- 15 
renzdaten der Reinfonnen in der Datenbank existieren, und somit die Reinfonnfluoreszenzen nicht erneut aufgezeichnet 
werden mussen. 



Datenerfassung der Fluoreszenzen der Probe 

Die Fluoreszenz der Probe setzt sich aus den Fluoreszenzen der genannten Reinformen zusammen. Eine spektrale 
Auftrennung der Fluoreszenzen der Probe wird in den spektralen und optischen Konfigurationen durchgefuhrt, in denen 
auch Daten derReinfornien aufgezeichnet wurden. Vornehmlich kommen solche spektrale Konfigurationen zum Einsatz, 
bei denen die Fluoreszenzen der in der Probe vorhandenen Reinformen die groGten Differenzen untereinander aufwei- 
sen. Eventuell in der Probe vorhandene Autofluoreszenzen werden von den gewonnenen, spektral aufgetrennten Daten- 
satzen sublrahierL 

Die Aufzcichnung der spektral getrennten Datensatze der Probe kann gcgcbcncnfalls wicdcrholt werden urn entweder 
dynamische Prozesse in der Probe zu verfolgen oder durch Mittelwertbildung die Streuung des MeBsi^nals zu verrin- 
gern. 

Daten analyse 



Formel (1) y { = b t x u + b 2 Xi2 + b 3 x i3 + . ; . + b m x ira . 

Die Anzahl der Reinformen m bestimmt die Zahl n der spektral unterschiedlichen Datensatze, die mindestens aufge- 
zeichnet werden mussen, um eine Losung mit Hilfe der Regressionsanalyse zu erzielen. Allgemein gilt also n > m. 

Durch Aufzeichnen der n verschiedenen Datensatze ergeben sich aus den gemessenen spektral verschiedenen Daten- 
satzen n verschiedene Losungen eines linearen Gleichungssystems (LGS). 
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Die gespeicherten Daten werden im folgenden Schritt mit Hilfe einer Regressionsanalyse ausgewertet. Hierbei konnen 
multivariate lineare Regressionsanalysen oder nichtlineare Regressionsanalysen zum Einsatz kommen. Im vorliegenden 
Anwendungsbeispiel wurden Auswertungen mit beiden Verfahren durchgefuhrt. Vor- und Nachteile der entsprechenden 35 
Verfahren werden erlautert. Durch die Regressionsanalyse kdnnen die relati ven Beitrage der Reinformen zum Gesamtsi- 
gnal ermittelt werden und bei Kenntnis der Signalintensitat bekannter Mengen des Fluorochroms auf die in der Probe 
vorhandene Menge des Fluorochroms geschlossen werden. Die hierzu erforderlichen Schritte werden in der Folge be- 
schrieben: 

Da CCD-Kameras bis zur Sattigungsschwelle weitgehend hnear arbeiten, kann angenommen werden, daB sich unter- 40 
halb der Sattigungsschwelle bei jeder spektralen Konfiguration i das Gesamtsignal einer Probe Fges additiv aus den Si- 
gnalanteilen der Einzelkomponenten 1, 2, . . . m zusammensetzt. Daher gilt F ges = F { + F 2 + . . . + F ra . Diese Einzelkom- 
ponenten konnen als Produkt der durch Aufzeichnung und Normierung der Reinfonnfluoreszenzen bekannten, normier- 
ten Fluoreszenzintensitaten x L , x 2 , . . . x ra mit den unbekannten Skaliemngsfaktoren b l? b 2 , . . . b m ausgedriickt werden: 
F ra = b ra x m . Wahrend die normierten Fluoreszenzintensitaten x jeder der Einzelkomponenten bei unterschiedlichen spek- 45 
tralen Konfigurationen verschieden sind, bleiben die Skaliemngsfaktoren b, die die in der Probe vorhandenen Stoffmen- 
gen der Fluorochrome anzeigen, konstant. FaDs das fur die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes benotigte Zeitin- 
tervall bei dynamischen Prozessen nicht vernachlassigbar gering ist, konnen sich Fehlerquellen ergeben; daher ist bei ki- 
netischen Untersuchungen auf einen geschwindigkeitsoptimierten Ablauf der Datenerfassung zu achten. 

Das Verfahren der Regressionsanalyse wird nun auf die Datensatze angewendet, um den Betrag der unbekannten Ska- 50 
lierungsfaktoren b x . . . b ra der jeweiligen normierten Intensitat der Reinformen x x . . . x ra zum Gesamtsignal y zu ermit- 
teln. Bei jeder spektralen Konfiguration i setzt sich das Gesamtsignal y { aus den Signalen der im Bildelement befindli- 
chen Reinformen F^ bzw. b ra Xin, additiv zusammen. 

Fur jede Wellenlange i gilt somit: 
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Formel (2): 



y x =b x x n + b 2 x l2 + b 3 x n 
= 2>,x,, + b 2 x 22 + b 3 x. 



y 2 =D l x 2l 



+ 



jy n ^x nX + b z x n2 + b,x n2 + 



+ b m x Xm 
+ b m x 2m 



+ bx nm 

m nm ) 
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kanm is, <x„ . . . x„„. sind tek.nn.) be, . - m Wcl lenbngcn J"^f^ Ahhlng Jei.en te,«h». Die riMO »" 
unierrtiedlicben Fluoroc^^ 

tervallen einem Datensalz von >20 Megabyte. ^ Rp . ress ionsanalyse konnen die gesuchten Betrage der 

1 x z, wobei A" 1 die inverse einer Matrix A 



irvallen einem Datensalz von 520 Megabyte pporP^ionsanalvse konnen die gesuchten Betrage der 

Bei vektorieller Beschreibung einer mu twanaten J* e ^ 
Reinformen in einem Losungsvektor b wie tolgt ausgedruckt werden. b - A xz,wo 



ist. Der gesarnte Term lautet: 
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Formel (3) 
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Die Summen S werden hierbei Ober aUe ge.es™ f^^^ES^li: ^£££1^ 
A quadratisch ist, kann die Inverse ^^^^^J^J^^JSL-il^ muB besonders auf Run- 
bildet werden. Bei hoher Komplexitat der Matrix und J Die Computergesttttzte Enrntttung der in- 

dungsfehler geachtet werden, die sich teilwe.se dt f^^^^aSS^^ t Stn durchgefuhrt. Im Zwei- 

literatur zu entnehmen und mi Internet publiziert. Mnltinlikations- und Additionsschritte die Matrix 

Nach Kalkulation der inversen Matrix A" konn « ™^ tt ^U pUztrt werden In den Zeilen des Losungsvektors 
A' 1 mit dem Vektor z zur Erniittlung des IrTt^SJlSS Gesamtsignal enthalten. Diese kon- 
sind die relativen Betrage des Beitrags der emzetaen ^^^^SSmA fur die lokale Menge des jewei- 
nen bei homogener Ausleuchtung des Oesichtsfeldes ^^^^J^gjaon,,, angewendet werden, die zuvor 
ligen Ruorochroms dienen. Bei inhomogerier Ausleuchtung ^^SJ^lSSSen des Oesichtsfeldes ermittelt 
durch Messung einer normierten »^SuS^S ifgenschaften andem (z. B. Fura-2 und 

Fu^cS^^^ 

Formel (4) [Ca 2+ ] = K D X [Fura-2-Ca 2+ ]/[Fura-2]. 
55 Alternative Datenanalyseverfahren 

Alternativ zum bescbnebenen multivariate, linearen ^^^^^^^^^ 
gepruft. Die Berechnung der relativen Anteile der Ein^omponen^n ™™ s ™£& rfer mit den gesuchte n Fak- 
verfahren der Ahweichungsquadrate zw.schen Me^nd^J ^^^s^Jc der Abweichungsquadrate 
toren multiphzierten normierten MeBdate* ^^^^^^^^'m^V^^>^ 
kann mittels verschiedener iterattver Vertaliren minim ^ w«de^ verg. Verfahren ergeben unterBe- 

und der Levenberg-Marquardt- Algorithms tur die te ^SbSSS Losungen. Bet geeigneter Wahl von 
rucksichtigung aquivalenter Abbruchkntenert der '^^^^^^^1,^1^^^ 

d k rMr m sr£^ 
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werlen fur b t . . . b m reduziert werden. doch gerade bei Minimierungsfunktionen mil komplexer Topologie ist die Zuver- 
lassigkeit der iterativen Suche des globalen Minimunis eingeschrankt. 

Das multivariate iineare Regressionsverfahren bietet somit gegenuber dem nichtlinearen Regressionsverfahren fur die 
Mehrzahl der Applikationen folgende Vorzuge: 

5 

- nichllineare Regressionsverfahren bergen das Risiko, ein lokales Optimum der Datenanpassung zu finden, das 
multivariate Iineare Regressionsverfahren erfa6t immer das globale Optimuni der Datenanpassung. 

- Der Berechnungsaufwand durch das multivariate Iineare Verfahren ist wesentlich niedriger als bei den iterativen 
Verfahren und bei einer gegebenen Kon figuration immer identisch. Somit ist die benotigte^Rechenzeit abschatzbar 
und dadurch die Integrierbarkeit in Echtzeii-Programmablaufe gegeben. in 

- Die Berechnungsschritte der Matrix operation (romiel (3)) bestehen lediglich in Additionen und Multiplikatio- 
nen. Daher kann fur die Anwendung des Verfahrens der hone Grad der Rechenopiimierung in akt uellen Prozessoren 
("pipelining" von Additionen und Multiplikationen) ideal genutzt werden. Altemati v konnen jedoch auch Prozesso- 
ren mit reduziertem Befehlssatz ("RISC"-Prozessoren) verwendet. werden. 
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Anwendungsbeispiel 

Die Vorrichtung, die bei Erstellung des Anwendungsbeispiels verwendet wurde, ist in Zeichnung 1 schematisch wie- 
dergegeben. Das in einem Monochromator (T.I.L.L.-Photonics) erzeugte Anregungslicht wurde durch eine schnelle 20 
Steuervorrichtung auf verschiedene Wellenlangen eingestellt. Durch die Wahl der Ruheposition des Monochromators bei 
einer von der Optik nicht transmittienen Wellenlange von 260 nm diente die schnelle Monochromatorsteuerung gleich- 
zeitig zur Steuerung der Belichtungszeit der CCD-Kamera. Andernfalls mu6 durch eine gepulste Lichtquelle oder durch 
einen mechanischen oder elektronischen VerschluB iin Strahlengang die Belichtungszeit des Sensors reguliert werden. 
Das Anregungslicht kann bei Verwendung nicht-monochromer Lichtquellen durch geeignete Bandpass filter gefiitert 25 
werden. Hier konnen zur Aufzeichnung spekLraler Datensiitze beispielsweise Fillerrader zum Einsatz kominen, die syn- 
chron zu dcm VerschluB der CCD-Kamera gestcuert werden. Die dichroischen Spiegel, die bei hcrkommlichcn Epifluo- 
reszenznukroskopen verwendet werden, konnen ebenfalls zur spektralen Auftrennung ge wechselt werden. Hierbei ist je- 
doch auf einen moghehen Pixelversatz des Bildsignales nach Wechsel der Spiegel und Filtersatze zu achten, der durch 
die Bauweise der Spiegel und Filter bedingt sein kann. Das Objekdv muB uber eine hinreichende Bildebnung und eine 30 
geringe chromadsche Aberration verfugen. Das im Anwendungsbeispiel angewendete Objektiv ist ein UV-optimierter, 
lichtstarker Achromat (Ruar 10x70.50, Carl Zeiss AG), dessen Bildebnung im MeBfeld der verwendeten CCD-Kamera 
eine hohe Bildscharfe in den verwendeten spektralen Bereichen erzeugte. Das emittierte Licht wurde zur Elimination 
von Streulicht durch einen Langpassfilter (Transmission bei X > 510 nm) geleket, bevor es in den Sensor gelangte. Die 
verwendete CCD-Kamera zeichnet sich durch einen "grade-0 w -Chip ohne Pixeldefekte aus, der zur Verringerung des 
Dunkelstromes durch Peltier-Elemente auf -20°C gekuhlt wird. Bei Verwendung anderer Sensoren muB beachtet wer- 
den, daB das Regressionsverfahren auf der Grundlage der Formel ( 1) nur dann angewendet werden kann. wenn der Sen- 
sor in einem linearen Arbeitsbereich betrieben wird. Gegebenenfalls konnen bei einem bekanntem, nichdinearen Verhal- 
ten des Sensors entsprechende Umrechnungsfaktoren bei der Datenerfassung angewendet werden, urn die tatsachliche 
Signalintensitat der Probe zu erfassen und nach dem beschriebenen Verfahren fortzusetzen. 40 

In Fig. 2 sind spektral aufgeloste Datensatze der Anregungswellenlangen von 320 nm bis 490 nm in 1 nm-Schritten 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2+ -Komplex und "green fluorescent protein" (GFP) nach Normierung auf die maximale Fluores- 
zenzintensitat des entsprechenden Ruorochroms abgebildet. Als Reinformen wurden in der Fokusebene folgende Mate- 
rialmen gemessen: 

45 

1 . GFP: In HEK 293-Zellen (humane embryonale Nierenzellen), die rekombinantes modiriziertes GFP exprimieren 
(48 Stunden nach transienter Transfektion des Plasmids pEGFP-Cl, Clontech, Palo- Alto, CA, USA). 

2. Fura-2: In HEK 293-Zellen, die mit Fura-2-Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) geladen 
wurden, und mit dem Ca 2 *-Chelator Emylenglykol-bis-(2-arninoethyl)-tetraessigsaure 2 mM (EGTA; Ruka, Dei- 
senhofen, Deutschland) und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) fur 2 h inku- 50 
biert wurden. 

3. Fura-2-Ca 2+ -Komplex: In HEK 293-Zellen, die mit Fura-2-Azetoxymethylester (Molecular Probes, Eugene, 
OR, USA) geladen wurden und mit Ca 2+ 10 mM und dem Ca 2+ -Ionophor Ionomycin 5 uM (Sigma, Deisenhofen,' 
Deutschland) fur 20 min inkubiert wurden. 

4. Zusatzlich zu Punkt 2 und 3 wurde eine 2 uM Losung von Fura-2-Kaliumsalz in einer Pufferlosung (pH 7,1) in 55 
An wesenheit von Ca 2+ bzw. EGTA in der Probenkammer gemessen. Die Daten dieser Messungen ergaben gegen- 
iiber den Messungen nach Punkt 2 und Punkt 3 weniger als 1 nm spektrale Verschiebungen und bestatigten dadurch 

die Effizienz der Aquilibrationsprozedur in HEK 293-Zellen. Da diese normierten Anregungsspektren mit den nach 
Punkt 2 bzw. Punkt 3 ermittelten Spektren nahezu iibereinstimmen, wurden sie aus Grunden der Ubersichtlichkeit 
nicht in Zeichnung 2 abgebildet. M 

Als Probe wurden im selben optischen System HEK 293-Zellen gemessen, die gleichzeidg mit pEGFP-Cl und der 
cDNA eines Kationenkanals (mTRPC4) im Expressionsvektor pcDNA3.1 (Invitrogen, USA) uransient transfizieri wur- 
den. Die Kontrolle der Trans fektionseffizienz und die Auswahl der positiv trans rizierten Zellen fur den MeBvorgane 
konnte durch die Expression des GFP erfolgen. Der Ca 2+ -Indikaior Fura-2 wurde verwendet, da er Mangan (Mn 2+ ) unter 65 
Ausbildung eines nicht-fluoreszierenden Komplex bindet (Grynkiewicz et al. (1985)). Da der Kationenkanal mTRPC4 
neben Ca- + auch Manoanionen (Mn 2+ ) leitet, kann in Mn 2+ -haltigen Medien die Kanalaktivitat durch das Absinken der 
Fura-2- und Fura^-Ca-^-abhangigen Fluoreszenz verfolgi werden. Hierbei ware zu erwarten. dafi die Ruoreszenz beider 
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Fura-2-Indika.orspezies absinkt, nich, jedoch die Fluoreszenz des GFRDa groBe ^^^"^ undTsO nm 
zen der drei in der Probe vorhandenen Ruoreszenzfarbstoffspezies in. Bereich von 340 nm. 358 mil, 380 nn. und 480 nm 
froll Diffe enzen untereinander aufweisen, wurden diese Anregungswellenlangen fur den MeBvorgang ausgewahl.. 
SS, Se S der Expositions^, der CCD-Kaniera von 30-ms bei jeder Anregungswellen ange -rde 
5 Bereich der CCD-Kamera optimal genu.zt, wobei insbesondere daraut geach.et wurde, daB ke.ne Bildpixel die Salt 
guTgsschwelle der CCD-Kamera iibersteigen. Die Aufzeichnung eines spektralen Datensatzes ertorderte wemger als- 

20 BbetnT I^^SZ^o. wurden selektiert und eine Zeitserie der miuleren Bildpixelwe rteiiber 
iede deTlelek.ier.en Bildregionen berechnet. Die entsprechenden Mittelwerte der Bildreg.oner .bei den Wellenlangen 
,o 340 nm 58 nm 380 nm und 480 nm sind als Funktion der Zeit in den Fig. 3-6 dargestellt. Bei 20 s wurde Mn" 1 mM 
zu-egTbe ™ di Kanalaktivitat zu verfolgen, nach 90 s wurden die Zellen mi. Carbachol 100 uM stimuhert. Durch das 
beschrieSne multivariate, lineare Regressionsverfahren wurden nun die relativen Betrage der einzelnen Fluorochrome, 
dfe skTzum jewSlI^sattHsignaf addieren. fur jede Ze..e zu den verschiedenen Zeitpunkten enrnUe ... 7.ugrundege- 
lest wurden hierbei die normierten spektral aufgetrennten Fluoreszenzintensita.en derReintormen ausF.g. 2. Nach Ver- 
.5 ^uo^Sta R»-2 und Fura-2-C Aonzentrationen gemaB der Fonnel (4) wurde die -suluerende : freie zy- 
[osolische Ca^-Konzentration in den selektierten Bildarealen (entsprechend mehreren verschiedenen Zellen „ Ge- 
S eld) im oberen Abbildungsteil der Fig. 7 ((1) in Fig. 7) als Funktion derZeit aulgettagen Die durch das mutt a- 
ria en 1 nearer, Regressionsverfahrens ermit.telten Zeitverlaufe der Summe der relauven Fura-2 und Fura-2-Ca Fluo- 
reszenzen wurden fummiert und nach Norniierung auf die initialen F.uoreszenz.nter.s.taten >^^^>^ 
•>o der Fifi 7 (f>) in Fig. 7) dargestellt. Die relative GFP-Konzentration ist im unteren Abbildungsteil der F.g. 7 ((.-.) id i> ig. 
7fau Strain Aus Abbildungsteil (2) in Fig. 7 kann man ersehen, daB die Stimulation eines Mn- + -E,nstromes zu einer 
r pidln Sgerun ; der Fura^- und Fura^-Signale fuhrt. Die durch das genannte Verfahren ,«m» te GFP-Fluo- 
reszenz (A)in Fig. 7) hingegen bleibt nahezu konstant. Weiterhin ist eine Bestiinmung der zytosohschen Ca "Konzen- 
S2ui nil Jen Storeinflussen moglich ((1) in Fig. 7). So wurden ni A ^ 

groBen eingefiihrt, die jeweils eine Quantifizierung durch das von Grynkiewtcz et al. (1985) beschnebene Ratio Vertah 
ren" beeintrachligen wurden: 

- Die Anwesenheit eines dritten Fluorochroms (GFP) verursacht in den AnregungsweUenlangen 380 nm, 358 nm 
und 340 nm unterschiedlich starke Signalintensitaten. die die Ruoreszenzsignale von Fura-2 uberiagerm 

- Die deutliche Abnahme der Fura-Fluoreszenzen nach Auslosung eines Mn 2+ -Einstromes in die Zellen tuhrt zu in- 
konsistenten Ersebnissen nach dem "Ratio- Verfahren". . . 

DurcTAbnahme der Fura-Fluoreszenzen nimmt die StorgroBe der GFP-Fluoreszenz zeitabhangig im Verhaltms 

zu den Fura-Fluoreszenzen zu. 
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Da mit dem in dieser Erfindung beschriebenen Verfahren die Huorochromzusammensetzung ohne die Bildung von 
«R?,L VerfXren ermittelt werden kann. nehmen die StorgroBen keinen EinfluB auf die Quantifizierung der orthch und 
zSch aufgelosten Huorochromzusammensetzung. Fluorochrome mit deutlich uberlappenden spektralen Eigenschatten 
kdnnen somit erstmals ohne die Verwendung von "Ratio-Verfahren" zuverlassig quantifiziert werden. 

Beispiele der bevorzugten Nutzungsmoglichkeiten der Erfindung 

Die Schnelligkeit des Berechnungsverfahrens erlaubt es, eine hohe zeitliche und/oder raundiche Auflosung der MeB- 
vorrichtune unvermindert zu nutzen Durch weitere Entwicklungen in Hard- und Software werden durch onhne-Berech- 
~ 2^m SpeTcher verbleibenden Datensatze weiter reduziert werden konnen, da nach dem Berechnungsvertahren 
d Spektral aufgelosten Bilddaten nicht mehr benotigt werden. Eine online-Berechnung der Datensatze wurde neben der 
Spei^erplatzreduktion den weiteren Vorteil bieten, daB bereits kalibrierte Date n visual. s ^;^ e ^ n ( ^ 
wender kbnnte auf dem Bildschirm beispielsweise simultan und nahezu in Echtzeit die bereits kalibrierte Ca 
Nation den pH-Wert in einer ZeUe oder die Lokalisation verschiedene fluoreszierender Prote.ne und Farbstofte^wahrend 
SSaSnS Experiments beobachten. In einem Fluoreszenzmikroskop kornen nach Angabe der m 
tZn Fluorochrome durch Echtzeit-Berechnungen verschiedene Huorochrome in getrennten Bildern oder du«:h Farb- 
kodierungen kenntlich gemacht nebeneinander oder in ubereinandeigelagerten Bildem dargestellt 
Venvendungen von Fluorochromen, die durch optische Vorrichtungen quant.tativ unterscheidbar smd, in der konlokakn 
L^miikrofkopie und in der mehr-Phoronen-Mikroskopie bereits verwirklicht worden. Bei Verwendung von Indilator- 
faSnfn SenTedc^h ledighch relative Veranderungen beobachtet werden; eine Quanttfizierung konnte nut dem in 
55 dieser Erfindung beschriebenen Verfahren ermoglicht werden. 

Vbrrichtuneen die durch ihre Eignung zur Aufzeichnung spektraler Datensatze hir die Anwendungen des in dieser Er- 
findung bescnriebenen Verfahrens besonders geeignet erscheinen, sind beschrieben worden. Sie umtassen kontokale und 
S^S^SLeszenzmikroskope (US 5751417, US 5861984, US 5864139. WO 9222793), aber auch die Fluo- 
reszenz-estutzte DurchfluBzytometrie (in Patent US 4745285 bereits mit den techn.schen Voraussetzungen fur eine 
Sle ASnung der Fluoreszenzeniission beschrieben) oder die Fluoreszenz-basierende DNA-Sequenzierung 
EP%94504 und dessen Wei.eren.wicklungen). Die Kalibration der Huoreszenz-Resonanz-Energie-Transter-Mtkro- 
Sopie" z i. WO9855026) kann ebenfalls durch das erfindungsgemaBe "^jf^^S^S^S 

WO 9^1191) konnen mi. dem erfindungsgem.aBen speku-oskopischen Quantifizierungsverfahren trotz uberlappender 
spektrafer Eigenschatten effektiv voneinander separieri werden. Dies ermoglicht erstmals die 

multipler Expressionsmarker in vitalen Zellen. Durch die Expression von Fusionspro.einen nut den genannten OFP-W- 
rianten konnen verschiedene zellulare Proteine simultan in lebenden Zellen beobach.e. werden. Kolokalisationss.udien 
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init Hilfe der Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer-Methode (FRET) konnen mil. dem in dieser Erfindung vorgestell- 
ten Verfahren durch die exakte Quantifizierung der Einzelfluoreszenzen mil. bedeutend groBerem Auflosungsvermogen 
durchgefuhrt werden. 
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Paten tanspriic he 

1. Verfahren zur Quantifizierung mehrerer Fluorochrome, bei dem durch Aufzeichnung und Speicherung spektrai 25 
aufgetrennter Ruoreszenzen der in einer Probe enlhaltenen Fluorochrome in Reinform, durch die Aufzeichnung 
und Speicherung spektrai aufgetrennter Ruorcszcnzcn der Probe und durch die Anwendung cincs multivariatcn, li- 
nearen Regressionsverfahrens die Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen ennittelt werden, da- 
durch gekennzeichnet. dass eine spektrale Auftrennung durch die Verwendung verschiedener Anregungswellen- 
langen erfolgt. w 30 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei einer Anregungswellenlange zur Erfassung spektrai aufgetrennter Ruoreszenzen eingesetzt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB eine spektrale Auftrennung oder Filterung des emit- 
tierten Lichtes bei mehreren verschiedenen Amegungswellenlangen zur Erfassung spektrai aufgetrennter Ruores- 
zenzen eingesetzt wird. . " 35 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB ein nichtlineares Regressi- 
onsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen verwendet wird. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet daB bei Verwendung von m ver- 
schiedenen Ruorochromen n = m verschiedene spektrale Konfigurationen zur Daten aufzeichnung eingesetzt wer- 
den, und ein Substimtionsverfahren zur Berechnung der Beitrage der Reinformen zu komplexen Gesamtsignalen 40 
verwendet wird. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Anregungslichtquellen 
kontinuierliche oder gepulste Laserlichtquellen verwendet werden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB Quantifizierungen von Mil- 
lieubedingungen durchgefuhrt werden, wobei ein oder mehrere Ruoreszenzindikator(en) eingesetzt werden, deren 45 
millieuabhangig veranderliche Formen fur das erfindungsgemaBe Qu and fizierungs verfahren als verschiedene Rein- 
formen von Ruorochromen behandelt werden konnen. 

8. An wendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Ruoreszenzmikroskopie, 

9. An wendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1, 2, 3, 4 und 6 in der Nukleinsauresequenzierung. 

10. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der DurchfluBzytometrie oder dem "fluores- 50 
cence-assisted-cell-sorting" (FACS). 

11. Anwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 7 in der Ruoreszenzspektrophotometrie oder der 
Ruoreszenzkorrelationsspektroskopie. 
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Fig. 1: 

Flu&diagramm der notwendigen 
Arbeitsschritte zur Durchfuhrung des 
erfindungsgemaUen Verfahrens 



Aufzeichnung und Speicherung Aufzeichnung und Speicherung 

spektral aufgetrennter Datensatze spektral aufgetrennter Datensatze der 

der einzelnen Fluorochrome Probe, die eine unbekannte Zusammen- 

in Reinform setzung der Reinformen enthalt 



Mathematisches Regressionsverfahren zur 
Berechnung der Beitrage der verschiedenen Reinformen 
zum komplexen Gesamtsignal der Probe 
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Fig. 2: 

Anregungsspektren der Fluoreszenzen 
von Fura-2, Fura-2-Ca 2 *-Komplex und 
GFP ("green fluorescent protein") 
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Fig. 3 
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Fig. 5 
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